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Abstract of WO 2004099430 (A2) 

The invention relates to a substrate used as a ligate 
carrier for a method for detecting a ligate-ligand 
association. Test spots (24) to which surface the 
legates (26) are bound are disposed on said carrier; 
at least two test spots are provided. According to 
said invention, different types of test spots (24) are 
allocated to different kinds of iigates (26), thereby 
making it possible to detect different kinds of 
complementary ligands. The ligands are present in 
an analyte solution in different concentration ranges 
and the test spots (24) have a characteristic 
occupation parameter which makes it possible to 
detect the ligands in different concentration ranges. 
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^ (57) Abstract: The invention njlates to a substrate used as a ligate carrier fora method for delecting a ligate-ligand association. Test 
O spots (24) to wliich surfaee the legates (26) are bound are disposed on said carrier; at least two lest spots are provided. According to 
(T) said invention, dirferenl types of test spots (24) are allocated to diirereiit kinds of ligales (26), lliereby making il p<)ssible to detect 
^ different kinds of compiementary ligands. 'nvo iigands are present in an analyse solulion in difl'eretu coiiccnualion ranges and llie test 
^ spots (24) have a cliaraclcristic occupation ]»ramctcr wliich makes it possible lo detect tlic ligands in dilfcicn! conccntrnlton ranges. 

o 

^ (57) Zusammenfassung: Bcsciiricben wird cin Sobslrat zum Kinsat/. ais Tragca- von Ligalcn bci cincm Vcrfaliron mr Dctcktion von 
O Ligat-I jgand-Asso/.iationsereignissen, mit auf dem Substrat angeordneten TesLstelien (24) und mit an die Obeiflache derTeslsiellen 
O (24) gebundenen Ligaten (26), wobei wenigsiens /.wei Arten von Teststellen (24) vorgesehw sind, wobei die verschiedencn Arten 
^ von Teststellen jeweils mit vei-schiedenen Arten von Ugaten (26) belegt sind, wobei durch die verschiedencn Arien von Ligaten (26) 
Q jewciLs koinplemenliire Arten von Liganden detektiert werelen, wobei die Liganden in einer Analy tlOsung in jeweils unterschiedlichen 
^ Konzentraliorisbercichen vorlicgcn, und wobei die Teststellen (24) einen charaktcristischen Beicgungsparameleraufweisen, dereine 
Detektion cler Liganden in doien jeweiligwi Konzenlralionsbereich erlaubs. 
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'lur Krklarung der Zweibiichslaben-Codes und der anderen Ah- 
kummgen winl uufdie Erkldrungen ("Guidance Notes an Co- 
des and Abhm'lmioiin") am Anfattf; jeder reguldren AusgtSe der 
I'CT-Gazette verwieseii. 
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Substrat als Tragervon Ligaten 



Technisches Gebiet 
Die Erfindung betrifft ein Substrat zum Einsatz als Tragervon Ligaten. 



Stand der Technik 

im Bereich der Biovwssenschaften, der Medizintechnik und der Sensorik wurden 
speziei! in den ietzten Jahren viele Ssnsoren und Verfahren fDr die 
Forschungsgebiete ..Genomics" und ..Proteomics" entvwcl<e!t. FQr das VerstSndnis 
von Organtsmen ist die Analyse ihrer Gene bzw. Ihres Proteinsatzes unerlasslich. 
Der Mensch besitzl z.B. in etwa 30000 - 50000 Gene und etwa 500000 
verschiedene Proteine. Um diesen enormen Informationsgehalt detektieren zu 
konnen, bedarf es Sensoren mit einem hohen Grad an Parallelisierung und 
intelligente Auswertealgorithmen. Eine entsciieidende Limitierung in Bezug auf die 
Quaiitat etnes Sensors steilt der so genannte ..dynamic range" des Sensors dar. 

Unter dem Begriff ..dynamic range" eines Sensors versteint man den Bereich, in 
dem der Sensor auf Anderungen in der Konzentratlon eines bestimmten Analyten 
reproduzierbar und spezifiscli reagiert. Der „dynamic range" eines Sensors belragt 
in der Regei etwa einen Faktor 10 bts 100 in der Analytl<onzentration und ist zu 
l<le!nen Konzentrationen iiin durch die SensitivitSt der Nactiweismetiiode begrenzt. 
FQr holie Konzentrationen tritt der Sensor ab einem gewissen Bereich in Sattlgung, 
50 dass eine weitere Erhotiung der Analytltonzentratlon keine SIgnalanderung 
hervorruft. 

Im Bereicli der Genexpressionsanaiyse von Organismen oder der Identifizierung 
von Fremdkelmen wie z.B. Viren oder Bakterten in Organismen, wie sie 
beispieiswreise bel einer medizinischen Unlersuchung durchgefuiirt wird, erglbt sich 



wo 2004/099430 



2 



PCT/EP2004/004906 



oft die Problemstellung, viele verschiedene Analyten nebeneinander quantitativ 
analysieren zu mussen. Die Konzentrationen dieser Analyten kdnnen aber urn viele 
GroGenordnungen schwanken. Bereits im nicht-pathogenen Zustand liegen die 
Analyten in sehr unterschiedlichen Konzentrationen vor. Die Ausbildung einer 
5 pathogenen Wirkung setzt in der Regel erst bei Oberschreitung eines Analyt- 
abhSngigen Grenzwertes ein, der ein Vielfaches der tolerablen 
Grundanaiytkonzentration darstellen kann, Soldie extrem streuenden Anderungen 
in den Analytkonzentrationen konnen von den aus dem Stand der Teclinik 
bekannten Sensoren nicht parallel detektiert werden. Vieimehr werden mehrere 
10 Sensoren venvendet, die jeweils nur Anderungen der Konzentration einer Gruppe 
von Analyt-MolekQIen detektleren. welche in einer ahniictien Anfangskonzentration 
vorliegen. 



15 

Darstellung der Erfindung 

Hier setzt die Erfindung an. Der Erfindung, wie sie in den Anspruchen 
■ ■ gekennzeichnet ist, liegt die Aufgabe zugrunde, einen Sensor bereitzustellen, der 
20 es ermbglicht, die Konzentrationsschwankungen von Bestandteilen einer 
Analytflijssigkeit parallelisiert zu detektieren, wobei diese Bestandteile in urn 
Grolienordnungen verschledenen Konzentrationen in der Testsubstanz voriiegsn 
konnen. 

25 Diese Aufgabe wird erfindungsgemaH durch das Substrat nacli Anspmch 1 und die 
Verwendung des Substrata nacli Anspruch 24 gelfist. Weitere vorteilhafte Details, 
Aspekte und Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den 
abhangigen AnsprOchen, der Beschreibung, den Figuren und den Beispielen, 

30 

im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die folgenden AbkUrzungen und 
Begriffe benutzt: 
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charakteristischer 
Belegungsparameter 



Alternating current voltammetry 

Bereich eines Sensors, in dem er auf Anderungen in' der 
Konzentration eines bestimmten Analyten reproduzierbar 
und spezifisch reagiert. 

Parameter der al<tiven Bereiche der Sensoroberfiache, wie 
Z.B. die geometrische Fl§che der Test-Sites Oder ihre 
Beiegungsdichte mit Ligaten. Der cliarakteristische 
Belegungsparameter definiert die Anzahl der jeweiligen 
Ligaten auf der SensoroberflSche und somit Dber die 
Assoziationsl<onstante aucti die Anzalii der Assoziations- 
ereignisse bei gegebener Anaiytkonzentration, 

Ferrocen Acetic acid (Ferrocen Essigsaure) 

chemisciie Verbindung (ctiemische Substanz), die in der 
Lage ist, bei Anregung mit Licht ein langerwelliges 
(rotversciiobenes) Fiuoreszenzlicht abzugeben. Fluoropliore 
(Fluoreszenzfarb-stoffe) kOnnen Uclit in einem Wellen- 
langenbereich vom ultravioietten (UV) Qber den siclitbaren 
(VIS) bis Inin zum infransten (IR) Bereich absorbieren. Die 
Absorptions- und Emissionsmaxima sind typischenweise urn 
15 bis 40 nm gegeneinander verschoben (Stokes-Shift). 

Partielles oder vollstandiges Entfernen von organisclnen 
Oder anorganischen Passivierungsscliichten, aber auch das 
Entfernen von Verunreinigungen auf einem Substrat durcli 
Einstralnlung von Laserlicht. 

Bezeiclinung fCir iWolekaie, die vom Ligaten spezifisch 
gebunden werden; Beispiele von Liganden im Sinne der 
vorliegenden Erfindung sind Substrate, Cofaktoren Oder 
Coenzyme eines Proteins (Enzyms), Antikorper (als Ligand 
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Ligat 



MCP 



Osmium-Komplex 



Spacer 



eines Antigens), Antigene (ais Ligand eines Antikorpers), 
Rezeptoren (ais Ligand eines Harmons), Hormone (als 
Ligand eines Rezeptors) Oder Nukleinsaure-biigomere (ais 
Ligand der kompiementaren Nul<leinsaure-OIigomere). 

Bezeichnung fur (IVIakro-) IWolekQl, an dem sicli spezifisclie 
Eri<ennungs- und Bindungssteilen fOr die Ausbildung eines 
Komplexes mit einem Liganden befinden. Beispieie von 
Ligaten im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Substrate, 
Cofaktoren oder Coenzyme eines Proteins (Enzyms), 
Antikorper (als Ligat eines Antigens), Antigene (als Ligat 
eines Antikorpers), Rezeptoren (als Ligat eines Mormons), 
Hormone (als Ligat eines Rezeptors) oder Nukieinsaure- 
Oligomere (ais Ligat der kompiementSren NuklelnsSure- 
Oligomere). 

Micro-Contact-Printing. 

[Os(bipy)2 CI imidazolacrylsaure] 

Sodiumdodecyisulfat 

Auf die Sensoroberflache aufgebraclite Biomolekuie, die 
spezifiscli ein oder melirere MolekQIe aus der Testsubstanz 
(Targets) binden konnen. 

Beliebige molekulare Verbindung zwisohen zwei MolekQIen 
bzw. zwisciien einem OberflSchenatom, 
Oberflaclienmoiekul oder einer Oberflachenmoiekulgruppe 
und einem anderen MoiekQI. in der Rege! handelt es sicti 
urn Alky!-, Alkenyl-, Alkinyl-, HeteroaikyI-, Heteroaikenyl- 
oder Heteroaikinyl-Ketten. Bevorzugte Spacer sind soichie der 
Ketteniange 1 - 20, insbesondere der Ketteniange 1-14, wobei 
die Ketteniange die kurzeste durchgeliende Verbindung 
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Spot bzw. 
Test-Site 



Target 



(n X HS-Spaoer)- 
oligo 



(n X R-S-S-Spacer)- 
oligo 



zwischen den zu verbindenden Strukturen darstellt. 

Raumlich begrenzle Gebiete auf der Sensoroberflache, die 
je einen oder mehrere Typen von Sonden-Molekaie tragen, • 
die spezifisch je ein oder mehrere Molekule einer 
Testsubstanz binden konnen. Die GroSe dieser Beretche 
bzw. ihre Oberfiachenbelegung mit Sonden ISsst sich auf 
die GroSenordnung der Target-Konzentration optimteren. 

iVIolekule in der Testsubstanz, die spezifisch an ein oder 
mehrere BiomolekQle an der Sensoroberflache (Sonden) 
binden kSnnen. 

Nukteinsaure-Oligomer, an das n Thiolfunktionen Uber 
jeweils einen Spacer angebunden sind, wobei die Spacer 
jeweiis eine unterschiedliche Kettenlange (kOrzeste 
durchgehende Verbindung zwischen Thioifunktion und 
Nukleinsaure-Oligomer) aufweisen konnen, insbesondere 
jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 und 14. Diese 
Spacer kfinnen wiederum an verschiedene nattlrlich am 
Nukleinsaure-Oligomer vorhandene oder an diessm durch 
Modifikation angebrachte reaktive Gruppen gebunden sein. 
Dabei ist „n" eine beliebige ganze Zahi, insbesondere eine 
Zahl zwischen 1 und 20. 

Nukleinsaure-Oligomer, an das n Disuifidfunktionen uber 
jeweils einen Spacer angebunden sind, wobei ein bellebiger 
Rest R die Disulfidfunktion absattigt. Der Spacer zur 
Anbindung der Disulfidfunktion an das NukleinsSure- 
Oligomer kann jeweils eine unterschiedliche Kettenlange 
(kOrzeste durchgehende Verbindung zwischen 
Disulfidfunktion und Nukleinsaure-Oiigomer) aufweisen, 
insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 
und 14. Diese Spacer konnen wiederum an verschiedene 
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naturlich am Nukleinsaure-Oligomer vorhandene oder an 
diesem durch Modiftkation angebrachte reaktive Gruppen 
gebunden sein. Der Platzhalter „n" ist eine beliebige ganze 
Zahl, insbesondere eine Zahl zwischen 1 und 20. 

Zwei gleiche oder verschiedene Nukleinsaure-Ollgotnere, 
die Ober eine Disulfid-BrQcke miteinander verbunden sind, 
wobel die Disulfidbrucke Ober zwei beliebige Spacer an die 
Nukieinsaure-Oligomere angebunden ist und die beiden 
Spacer eine unterschledlldie Ketteniange (kDrzeste 
durcligehende Verbindung zwisclien DisuIfidbrOcke und 
dem jeweiligen Nukleinsaure-Oligomer) aufweisen konnen, 
insbesondere jeweils eine beliebige KettenlSnge zwischen 1 
und 14. Diese Spacer konnen wiederum an verschiedene 
naturlich am Nukleinsaure-Oligomer vorliandene oder an 
diese durch Modiflkation angebrachte reaktive Gruppen 
gebunden sein, 

Desoxyribonukieinsaure 

Ribonukleinsaure 

Peptidnukieinsaure {synthetische DNA oder RNA, bei der 
die Zucker-Phosphat-Einheit durch eine Aminosaure ersetzt 
ist. Bei Ersatz der Zucker-Phosphat-Einheit durch die -NH- 
(CH2)2-N{COCH2-Base)-CH2CO-Etnheit hybridisiert PNA mit 
DNA). 

Adenin 



C 



Cytosin 
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Bp 



Nukleinsaure- 
Oligomer 



Oligomer 
Oligonukleotid 



Thymin 

A, G, T Oder C 



Wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide Oder 
wenigstens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- {z.B. 
Cytosin, Thymin Oder Uracil) oder Purin-Basen (z.B. Adenin 
Oder Guanin). Der Begriff Nukleinsaure bezieht sicfi auf ein 
beliebiges "Ruckgraf der kovalent verbundenen Pyrimidin- 
oder Purin-Basen, wie z.B. auf das Zucker-Phosphat 
RDckgrat der DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid- 
RQckgrat der PNA oder auf analoge Strukturen (z.B. 
Phosphoramid-, Tiiio-Phosphat- oder Dithio-Phosphat- 
RQckgrat). Wesentliches Merkmal einer Nukleinsaure im 
Sinne der vorliegenden Erfindung ist die sequenzspezifische 
Bindung naturlich vorkommender cDNA oder RNA. 

Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z.B. 
Nukleinsaure-Oktamer: eine NukteinsSure mit beiiebigem 
ROckgrat, bei dem 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen kovalent 
aneinander gebunden sind). 

Aquivalent zu Nukleinsaure-Oligomer. 

Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-Oligomer, also 
Z.B. ein DNA-, PNA- oder RNA-Fragment nicht nSher 
spezifizierter Basenl3nge. 

Abkijfzung fOr Oligonukleotid. 



single strand (Einzelstrang) 
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Assoziationskonstante 



TatsSchliche Belegungsdichte der Sondenmolekuie an der 
Oberfiache nach Bindung der Liganden an die Ligaten. 



Belegungsdichte der Komplexe aus Target und 
Sondenmolekai an der OberflSche. 



Gesamtbelegungsdichte der SondenmolekQIe an der 
OberfiSche. 



Targetkonzentration 



Die vortiegende Erfindung betrifft ein Substrat zum Einsatz als Trager von Ligaten 
bei einem Verfahren zur Detektion von Ligat-Ligand-Assoziationsereignissen. Auf 
dem Substrat sind Teststellen angeordnet, die an die Oberflache gebundene 
5 Ligaten aufweisen. Es sind wenigstens zwei Arten von Teststellen vorgesehen, . 
wobei die einzeinen Teststellen mit verschiedenen Arten von Ligaten beiegt sind. 
Durch diese verschiedenen Arten von Ligaten werden jeweils kompiementare Arten 
von Liganden detektiert, welche in einer AnalytlSsung in unterschiedlichen 
Konzentrationsbereichen vorliegen. Die Teststellen weisen einen charakteristischen 
10 Belegungsparameter auf, so dass eine Detektion der Liganden in dem 
Konzentrationsbereich ermoglicht wird, in dem der jeweilige Ligand in der 
Analytlosung vorliegt 

Ein Sensor mit einer gegebenen Anzahl von spezifiscinen Kopplungsstellen erreicht 
15 ab einer gewlssen Analyt-Konzentration in der Testsubstanz einen Sattigungswert, 
so dass eine weitere Erholiung der Konzenlration niclit mehr detektiert werden 
kann, Dies lasst sicli tlieoretisch mit einer Bindungskinetik erster Ordnung fur die 
Bindung einer Sonde S auf der Sensoroberfiache und einem Target T in der 
Testsubstanz zu einem Oberflaolienkomplex ST mit einer Assoziationskonstante K 
20 beschreitaen: 
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K = (ST]/[SJ.ET] (1) 

Fur die Oberfiachenbelegungsdichten gilt: [S] = So - [ST], wobei So die 
Gesamtbeiegungsdichte der Sonden und [S] die Beiegungsdichte freier Sonden im 
5 thermodynamischen Gleicligewicht darstellt. Formt man obige Gleicliung urn, erhait 
man einen Ausdruck [ST] / So fur den relativen Anteil der Oberfiachenkomplexe: 

[ST] / So = K-[T] / (1 4. K-[T]) = 1 - [S] / So (2) 

10 Dieser Ausdruck als Funl<tion der auf die Assoziationskonstante K normierten 
Oberfiachenbelegungsdichte So ist in der Figur 1 fur vier verschtedene Target- 
Konzentrattonen [T] dargestellt und entspricht den bekannten Langmuir- 
Bindungsisothermen. Im Falle von Bindungsereignissen, die nicht mehr 
voneinander unabhangig sind und deren BIndungsenergien einer Verteilung 

15 unterliegen, ist das Langmulr-Modell jedoch nicht mehr gQltig. Es entstehen 
heterogene Adsorptionsisothermen, die z.B. durch das S/ps-Modell beschrieben 
warden: 

IST]/So = (K.[T]M(1 +(K.[T]n (3) 

20 

wobei a ein Parameter (a £ 1) ist, der eine Pseudo-GauB-Vertellung von 
Bindungsenergien darstellt. FQr a = 1 geht obige Forme! wieder in die Langmuir- 
Isotherme Ciber. 

25 An der Darstellung des Langmy/r-Modells (Figur 1) ist ersichttich, dass sich far eine 
gegebene Anaiyt-Konzentration der Antei! der Bindungsereignisse ab einer 
Sondenzahl Kleiner einer gewissen Grenze nicht mehr erh5ht. In diesem Bereich 
spricht man von „ambient analyte conditions" (US 5,807,755). Die Anzah! der 
Sonden auf dem Sensor fQhrt zu keiner merkiichen Verarmung (weniger als 10 %) 

30 der Targets in der Testsubstanz. Unter „amb!ent analyte conditions" fQhrt eine 
Erhohung der Analyt-Konzentration nur zu einer parallelen Verschiebung des 
Plateaus zu hoheren Anteilen von Bindungsereignlssen. Nach einer ErhShung um 2 
bis 3 Grofienordnungen wird die Sattigung des Sensors erreicht. 
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Liegt also bei gegebener Assoziationskonstante und Sondenzahl des Sensors eine 
Analyt-Konzentration vor, die zu einer relativen Belegung (vgl. [TS]/So iri Figur 1) 
nahe 1 fOhrt, so sind weitere Konzentrationserhohungen dieser Spezies in der 
Testsubstanz nicht mehr zu detektieren. Erhoht man jedoch die Sondenzahl des 
5 Sensors fOr einen in zit holier Konzentration vorllegenden Target-Typ der 
Testsubstanz bzw. bringt man diese Sonden bei gleicher Belegungsdichte auf 
gradere Eiektroden auf, so lasst sich die relative Belegung dieser Reaktion senken 
und so die Sensitivitat optimieren. 

10 Durch die vorliegende Erfindung wird ein Sensor mit einem im Hinblick auf die 
Untersuchung von AnalytflUssigkeiten. die Analyten in sehr unterschiedlichen 
Konzentrationen entlialten, optimierten ..dynamic range" bereitgestellt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Idee zu Grunde, dass durch Optimierung des 
15 ..dynamic range" eines Sensors Anderungen in den Konzentrationen von 
Bestandteilen einer flussigen Testsubstanz auch dann parallel detektiert warden 
konnen, wenn die Ausgangskonzentraticnen dieser Bestandteiie um viele 
Grolienordnungen streuen. 

20 Bevorzugt kommt das Substrat der Erfindung als Trager von BiomolekQien bei 
einem Verfahren zur elektrochemischen bzw. fluoreszenzspektroskopischen 
Detektion von Bestandteilen einer Eiektrolytiasung zum Einsatz. Das 
erfindungsgemaUe Substrat kann auch in einem elektrochemischen bzw. 
fluoreszenzspektroskopischen Verfahren zum Nachweis von Biomolekiilen 

25 venwendet werden. 

Die vorliegende Erfindung beschreibt einen Sensor mit raumlich begrenzten 
Gebieten verschiedener Sonden-MotekOIe (Spots), die spezifisch je ein oder 
mehrere Target-MoiekQle aus einer Testsubstanz binden konnen. Die Spots der 
30 Erfindung sind in GroSe und/oder Oberfiachenbelegung der Sonden 
{charakteristische Beiegungsparameter des Substrats) so auf die zu detektierenden 
Konzentrationsbereiche der entsprechenden Targets optimiert, dass der Anteil an 
Bindungsereignissen aller Spots fur z.B. den nicht-pathogenen Zustand unabhangig 
von der eigentiichen Konzentration ihrer Targets in etwa gleich ist. Dadurch lasst 
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sich der spezifische „dynamic range" eines Sensors auf diesen ..Anfangszustand" 
normieren. Der Vorteit dieses Verfahrens liegt in der angegiichenen Sensitivitat aller 
Spots hinsicintlich der zu detektierenden Konzentrationsanderungen der 
entsprechenden Targets unabhangig von deren Anfangskonzentration. Der Sensor 
5 ist somit auf den ..tolerierbaren" Konzentrationsbereich zwischen dem „er!aubten", 
nicht-pathogenen Wert und dem „kritischen", pathogenen Wert jedes Analyten . 
optimiert. 

Fur die Optimierung des Sensors sollten also die „erlaubten°, niciit-patlnogenen 
10 Konzentrationen der Analyten der Testfiussigkeiten zu Beginn einer 
Experimentserie bekannt sein. Speziell im Bereich der Genexpressionsanalyse Oder 
der Identiflkation von Keimen ist die Zusannmensetzung des Analyt-Pools eines 
gesunden Organismus in der Regel hinreichend bekannt, so dass mit dem 
vorliegenden Verfaliren anfiand der Anderungen von einzeinen Anaiyten indizien fur 
15 eine Erkrankung (Obersclnreitung des ..kritischen" Konzentrationswertes eines 
Analyten) geliefert werden konnen. 

Filr das quantitative Auslesen der verschiedenen Spots des Sensors in Bezug auf 
megliche Bindungsereignisse kommen im Rahmen der vorliegenden Erfindung atle 
20 geeigneten Messmethoden in Abhangigkeit von den verwendeten Substraten und 
den jeweiligen BiomolekOien in Frage. 

Unter Verwendung der erfindungsgemSden Substrate werden bevorzugt 
verschiedene Arten von Liganden detektiert, die in der Analyt-LSsung in 

25 Konzentrationsbereichen voriiegen, deren Mittelwerte sicli urn wenigstens einen 
Faktor 10 unterscheiden. Unter dem Mitteiwert Cm eines Konzentratlonsbereichs 
wird der Wert Cm = ((omax - c^u) I 2) + Cmm verstanden, wobei Cmax die maximale 
Konzentration und Cn^n die minimale Konzentratlon bedeutet. Bevorzugt kSnnen 
verschiedene Arten von Liganden detektiert werden, wobel sicii die Mittelwerte der 

30 Konzentrationsberelche, in denen sie in der Analyt-LSsung voriiegen, urn 
wenigstens einen Faktor 100, Insbesondere bevorzugt urn wenigstens einen Faktor 
1000, ganz besonders bevorzugt urn wenigstens einen Faktor 10000 
unterscheiden. 
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Die vortiegende Erfindung umfasst auch die Verwendung der Substrate in 
Verfafiren zur Dete!<tion von Llgat-Llgand-Assoziationsereignissen. 

Die Substrate kOnnen insbesondere in fiuoreszenzspelttroskopisciien und 
5 eiektrochemiscinen Nachweisverfahren verwendet werden. Als elektrocliemlsche 
Nachweisverfahren kommen Chronoamperometrie (CA), Chronocoulometrie (CC), 
Linear Sweep Voitammetrie. (LSV), zykltsclie Voltammetrie (CSV), Alternating 
current voltammetry (ACV), Voltammetrieteciiniken mit verscliiedenen Pulsformen, 
insbesondere Square Wave Voltammetrie (SWV), Differential Pulse Voltammetrie 
10 {DPV) Oder Normal Pulse Voltammetrie (NPV), AC impedanzspektroskopie, 
Chronopotentiometrie und zykiische Ciironopotentiometrie in Frage. 



Sensor-Substrate mit aktiven Flachen verschiedener GrdEen 

15 

Gemaii einer besonders bevorzugten AusfOlirungsform der vorliegenden Erfindung 
liandeit es sich bei dem charakteristischen Belegungsparameter des Substrats urn 
die GrofJe der FlSclie der einzeinen Test$te!!en. Bevorzugt untersoheidet sicli die 
Fiache der Teststellen um mindestens den Faktor 10, besonders bevotzugt urn 
20 mindestens den Faktor 100, insbesondere bevorzugt um mindestens den Faktor 
1000 und ganz besonders bevorzugt um mindestens den Faktor 10000. 

Bevorzugt werden Substrate, die Teststellen-Flachen zwischen 1 \sm^ und 1 mm^ 
aufweisen. Besonders bevorzugt werden Substrate, die Teststellen-Flaclien 
25 zwischen 1 0 \xrr\^ und 1 00000 pm^ aufweisen. 

Als Sensor-Substrate eignen sich Im Rahmen der vorliegenden Erfindung a!le 
Festkorper mit frei zugangliclier OberflSche, die mit Biomolekuten funktionalisiert und 
mit einer flQsstgen Testsubstanz benetzt werden konnen. Als FestkQrpersubstrate 
30 kommen sowohl Kunststoffe als auch Metalle, Halbleiter, Glaser, Verbundstoffe oder 
porfise Mateiiatien in Frage. Die Bezeichnung Oberflache ist unabhSngig von den 
raumiiciien Dimensionen der Oberflache. 
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Die OberfiSc^e des Sensors muss in raumlich getrennte Bereiche unterteilbar sein. 
Dies lasst sich durch Strukturierung des Festkorpersubstrats in aktive und inaktive 
Bereiche oder durch partielie Funktlonalisierung seiner homogenen OberfiSdie 
realisieren. 

5 

Die Strukturierung der Festkorpersubstrate in aktive und inaktive Bereiche lasst sicli 
z.B. durch Lithographie, Vakuumabscheidung, eiektrochemische Abscheidung, 
Dotieren Oder Laserbehandlung erreichen. Auf homogenen Substraten l<ann man die 
Strukturierung durch Aufbringen und Strukturierung von Passivierungsschichten 
10 realisieren. Erfindungsgemali elgnet sich als Passivierungsschicht jedes beliebige 
IVlateriai, das an einer Oberflache eine geschlossene Schicht blldet und somit die 
SubstratoberfiSche von der Umgebung trennt. Zu einem spateren Zeitpunkt kann 
das Material z.B. durch Laser-Ablation an den gewilnschten Stsilen in seiner 
gesamten Dicke rtlckstandsfrei entfernt werden. 

15 

Auch ohne Staikturierung der Substrate kOnnen raumlich getrennte Bereiche 
unterschiedlicher Funktlonalisierung hergesteilt werden. Hier sei exemplarisch auf das 
Mikrokontakt-Drucken pCP (mico-contact-printing), das erstmats von Whitesides 
1994 (A, Kumar, G.M. Whitesides, Science, 1994, 263, 60) vorgestellt v/unde, 
20 hingewiesen. Bei diesem Verfahren wird ein mikrostrukturierter Stempet mit einer 
FIQssigkeit benetzt, anschiieSend in direktem Kontakt mit dem zu bearbeitenden 
Substrat gebracht und so der Oberflache eine laterale chemische Struktur 
aufgepragt. 

25 In einer bevorzugten AusfOhrungsform der vorliegenden Erfindung werden 
elektrisch leitfahige Materialien wie Platln, Palladium, Gold, Cadmium, Quecksilber, 
Nickel, Zink. Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, B!ei, Aluminium, Mangan, beilebige 
dotierte oder nicht-dotierte Halbleiter und binare oder ternare Verbindungen als 
OberflSchen der Sensorsubstrate verwendet. Zur Realisierung von raumlich 

30 getrennten aktiven Test-Sites bzw. Spots auf dem Sensor kOnnen homogene 
elektrisch leitfahige Oberfiachen strukturiert werden oder aber leitfahige Materialien 
auf raumlich getrennte Bereiche eines nicht-leitfahtgen Substrats, wie z.B. Glas 
Oder Kunststoff in beliebiger Dicke aufgebracht werden, 
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Gemafi einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung 
werden als Sensorsubstrate isolierende TrSgerplatten verwendet, die zweckmafJig 
einseitig starre Tragerplatten, doppelseitig starre Trageiplatten Oder starre 
Mehriagentragerplatten sind. Atternativ kann die isolierende Trageiplalte eine 
5 einseitige oder doppelseitige flexible Tragerpiatte, insbesondere aus einer 
Polyimidfolie oder eine starr-flexible Tragerpiatte sein. Sie besteht mil Vorteil aus 
einem Basismateriat, das ausgewahit ist aus der Gruppe BT (Bismaleinimld- 
Triazintiarz mit Quarzgias), CE (Cyanatester mil Quarzglas), CEM1 (Hartpapieri<ern 
mit FR4-Au&enlagen), CEM3 (Glasvlieskern mit FR4-AuSenIagen), FR2 
10 (Plienoitiarzpapier), FR3 (Hartpapier), FR4 (Epoxid-Glashiartgewebe), FR5 (Epoxid- 
Glashartgewebe mit vernetztem Harzsystem), PD (Potyimtdharz mit 
Aramidverstarkung), PTFE (Polytetrafluorethylen mit Glas oder Keramii<), CHn 
(hochvernetzte Kohlenwasserstoffe mit Keramii<) und Glas. 

15 Diese Tragerplatten weisen eine gewisse Anzatii von Leiterbahnen mit einer 
Goldoberflache auf, die mit einer L6tstopplacl<sctiicht als Passivierung Qberzogen 
sind. An einem Ende der Leiterbahnen befinden s\ch Kontal<te fOr eielttrocliemisctie 
Untersucliungen, am anderen Ende werden mit einer Laser-Ablation freie 
Goldstellen filr die spatere Funktionaiisierung in den Lack gebrannt. Mit Hilfe der 

20 Laser-Ablation lassen sich Spots beliebiger GrOISe und Geometrie in den Lack 
schreiben, wobei nur die Breite der Leiterbahnen eine Grenze darstellt. Die Laser- 
Ablation entfernt erfindungsgemaiJ nicht nur die Lackschicht an gewQnschten 
Stellen, sondern sorgt durch das kurzzeitige Aufschmelzen der Goldoberflache 
auch far die Reduktion der Oberfiachenrauigkeit und das VerschlielSen von Poren. 

25 Durch das Aufschmelzen der Substrate werden zusatzlich wenige Goldlagen von 
■ der Oberfiache ablatlert und somit Verunreinigungen entfernt. 

Die gerade beschriebenen Leiterbahn-Substrate eignen sich sowohl fUr 
elektrochemische Messmethoden als .auch fQr die Fluoreszenz-Spektroskopie. 

30 
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Funktionallslerung der aktiven Fiachen mit Ligaten 

Die aktiven Bereiche des Sensors sind mit Ligaten funktionaiisiert, die als Sonden fur 
die in der Testsubstanz vorhandenen Liganden fungieren. Im Rahmen der 
5 vorliegenden Erfindung eignen sidi alle Arten von Ligaten, urn Analytflussigkeiten auf 
das Vorhandensein ihrer spezafischen Liganden zu untersuctien. Ais Ligaten werden 
IVloiekQIe bezeichnet, die spezifisch mit einem Liganden unter Ausbildung eines 
Komplexes wechselwirken. Beispiele von Ligaten im Sinne der vorliegenden Schrift 
sind Substrate, Cofaktoren oder Coenzyme als Komp!e;d)indungspartner eines 
10' Proteins (Enzyms), Antikorper (als Komplexbindungspartner eines Antigens), 
Antigene (ais Komplexbindungspartner eines Antikorpers), Rezeptoren (als 
Komplexbindungspartner eines Hormons), Hormone (als Komplexbindungspartner 
eines Rszeptors), Nukleinsaure-Oligomere (ais Komplexbindungspartner des 
kompiementaren Nukleinsaure-Oligomers) oder Metallkomplexe. 

15 

FQr die Kopptung der Biomoiekule mit der Sensoroberflacfie stetien aus dem Stand 
der Technik eine Vielzah! von Moglichkeiten zur VerfQgung, Beispiele iilerfOr sind: 
■ (i) Tiiiol- (HS-) Oder Disulfid- (S-S-) Gruppen, die an Oberfiache aus Au, Ag, Cd, Hg 
und Cu koppein, (ii) Amine, die sich durch Ciiemi- oder Physisorption an Platin-, 
20 Siiizium- Oder Kohlenstoff-OberflSclien antagern, (iii) Siiane, die mit oxidisclien 
Oberflachen eine kovaiente Bindung eingehen und (iv) Epoxy-Zement, der an alle 
ieitf§higen OberflSchen bindet (Heller et al., Sensors and Actuators, 1993, 180, 13- 
14; Pishko et al.. Anal. Ciiem., 1991, 63, 2268; Gregg and Heller. J. Phys. Chem.. 
1991, 95, 5970-5975). 

25 

2ur Immobllisierung der Sonden werden Methoden bevorzugt, bei der die Anzahl 
der Sonden auf der Sensoroberfiache linear mit der Flache skaliert, also z.B, das 
Aufbringen von Sonden-Monolagen unter Bedingungen, die eine Belegung kleiner 
• der diclitesten Packung ermogliciien. Im Rahmen der voriiegenden Erfindung sind 
30 aber auch „Volumenverfahren" zur immobiiisierung der Sonden z.B. Qber 
funktionalisierte Poiymere denkbar, solange die Sondenanzahl welter mit der FlSche 
skaliert. 
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Bevorzugt werden die freien Substratstellen mit modifizierten NukleinsSure- 
Oligomeren in wassriger Losung benetzt. Das Nukletnsaure-OIigomer, das auf die 
freie Oberfiache aufgebracht werden soli, ist Qber einen kovalent angebundenen 
Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange mit einer oder mehreren 

5 reaktiven Gruppen modifiziert, wobel sich diese reaktiven Gruppen bevorzugt in der 
mhe eines Endes des NukleinsSure-Oligomers befinden. Bei den reaktiven 
Gruppen tiandelt es slch bevorzugt urn Gruppen, die direkt mit der unmodifizierten 
Oberfiache reagieren konnen. Betspiele liierfur sind: (i) •miol- (HS-) oder Dlsulfid- 
(S-S-) derivatisierte Nuklelnsaure-Olcgomere der aligemeinen Formel (n x HS- 

10 Spacer)-oiigo, (n x R-S-S-Spacer)-oligo oder oligo-Spacer-S-S-Spacer-oligo, die mit 
einer Goldoberfiache unter Ausbildung von Gold-Schwefelbindungen reagieren, (ii) 
Nukletnsaure-Oligomere mit Aminen, die sich durcii Cliemi- oder Pliysisorption an 
Platin- Oder Silizlum-OberflSchen aniagern und (iii) Nukleinsaure-Oiigomere mit 
Siianen, die mit oxidischen Oberflaclien eine kovalente Bindung eingeiien, Bei 

15 diesen Arten der Anbindung von NukleinsSure-Oligomeren werden in der Regel 
Belegungen kleiner der dichtesten Packung realisiert, so dass fur eIne spStere 
Hybridisierung ausreiciiend Platz auf der Oberfiache zur VerfDgung stefit. 

Am anderen Ende des NukleinsSure-Oligomers kann das MolekOI bei Bedarf Gber 
20 einen weiteren Spacer beliebiger Zusammensetzung und KettenlSnge zusatzlich mit 
einem eiektrocliemischen Labei modifiziert werden, wenn die Funktionalisierung der 
freien Substratstellen und die spatere Hybridisierung mit Hilfe elektrochemisclier 
Methoden untersucht werden sollen. Auch ohne die iVIodifikation der Sonden- 
Oligonukleotide mit einem Redox-Labet kOnnen elektrochemtsche Metlioden zur 
25 Untersuchung der Hybridisierungsereignisse verwendet werden, wenn alternativ die 
TargetmolekCiie mit einem Redox-Label versehen sind. Eine weitere 
elektrociiemiscine Detektionsvariante steilt ein Verdrangungsassay dar, bei dem an 
die ungeiabelten Sonden-Oligomere gebundene, kurzkettige Signal-Oligomere mit 
Redox-Label von ungeiabelten Targel-Oligomeren der KomplementSrsequenz 
30 verdrangt werden, 

Als Redox-Label der Ligaten oder Liganden konnen Obergangsmetallkomplexe, 
insbesondere solche des Kupfers, Eisens, Rutheniums, Osmiums oder Titans mit 
Liganden wie Pyridin, 4,7-Dimethylphenanthrolin, 9,10-Piienanthrenchtnondiimin, 
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Porphyrine und substituierte Porphyrin-Derivate verwendet werden. Daneben ist der 
Einsatz von Riboflavin, von Chinonen wie Pyrrollodiinolinochinon, Ubichinon, 
Anthrachinon, Naphtochinon oder Menachinon bzw. Derivaten davon, von 
Metallocenen und Metallocenderivaten wie Ferrocenen und Ferrocenderivaten, 
Cobaltocenen und Cobaltocenderivaten, von Porphyrinen, Methylenblau, 
Daunomycin, Dopamin-Derivaten, Hydrochinon-Deiivaten (para- Oder ortho- 
dihydroxy-Benzol-Derivaten, para- oder ortho-dihydroxy-Antlirachinon-Derivaten, 
para- oder ortho-dihydroxy-Naphtochinon-Derivaten) und alinlichen Verbindungen 
moglich. 

Alternativ zum Redox-Labei l<6nnen Ligaten oder Liganden als zweite 
Funl<tionalisierung uber einen weiteren Spacer beliebiger Zusamtnensetzung und 
Kettenlange ein Fluoropt^or erhalten, wenn die Funktionaiisierung der freien 
Substratstellen und die spStere Hybridisierung mit Hilfe von optischen Methoden 
untersucht werden soilen. Analog zur eiel<trochemischen Analyse kann die 
Fluoreszenz-Spektroskopie auch mit einem Fiuorophor an den Target-MolekQIen 
und ungelabelten Sonden durchgefulirt werden. 

Als Fluorophore konnen hierfGr kommerziell erhaltliche Fluoreszenzfarbstoffe wie 
Z.B. Texas Red®, Rhodamin-Farbstoffe, Cy3™, Cy5™, Fluorescein etc. (vgl. Fluka, 
Amersham und Molecular Probes Katalog) venwendet werden. 

FOr die Funktionaiisierung der freigelegten Substratstellen eignen sich vor ailem 
zwei Techniken. Beim Spotting-Verfahren werden mit einem kommerziell 
erhalttichen Spotter kleine Volumina gezielt auf die Spots des Substrats 
aufgebracht, wobei jeder Spot mit verscliiedenen Molekuien funktionalisiert werden 
kann, Alternativ konnen alle freigelegten Spots mit den gleichen Sonden-Molekulen 
funktionalisiert werden, indem das Substrat 2.B. in die Sonden-FIQssigkeit getauctit 
wird Oder aber das gesamte Substrat benetzt wird. 
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Variation der Oberflachenkonzentratton der Ligaten 

Gemafi einer weiteren Ausftlhrungsform der Erfindung kann die Anzahl der Sonden 
auf der SensoroberflSche auch ohne die Variation der aktiven SpotgrSUe eingestellt 
5 werden. Somit kSnnen verschiedene Mengen an Sonden-MoiekOlen auch mit nur 
einem Sensor-Design auf Spots gleiciier GroSe realisiert werden. 

Eine besonders bevcrzugte AusfQhrgngsform der vorltegenden Erfindung stellen 
also Substrate dar, deren charakteristischer Belegungsparameter die 
10 Belegungsdidite der Teststellen mit Ligaten ist. 

Besonders bevorzugt unterschelden sich die Belegungsdichten der Teststellen mit 
Ligaten urn mindestens den Faktor 10, insbesondere bevorzugt urn mindestens den 
Faktor 100 und ganz besonders bevorzugt urn mindestens den Faktor 1000. 

15 

Fur die Kontrolle der Oberfiactienbelegung eignen sich verschiedene Varianten. Die 
Beiegung kann z.B. Qber die Inkubationszeit, die Anzahl an Kopplungsgruppen pro 
■ IVIolekul, die Motaritat des Beiegungspuffers Oder Qber die Konzentratlon der 
iVIolekaie in der Inkubationslosung eingestellt werden. 

20 

GemSIS einer bevorzugten AusfQhrungsform der voriiegenden Erfindung wird die 
Oberfiachenbelegung iiber ein Koadsorbat elngestelit. Hierzu wird entweder ein 
geeignetes Koadsorbat in einer bestimmten Konzentration zur Inkubationslosung 
der Sonden-MolekOle zugegebeti und mit der Sensoroberflache in Kontakt gebracht 

25 Oder aber das Koadsorbat wird in einem zweiten Belegungsschritt nach der 
Funktionaiislerung mit den Sonden aufgebracht. Das Koadsorbat weist bevorzugt 
diesetbe Koppiungsgruppe auf wie das Sonden-MolekOI, belegt somit einen Teil der 
aktiven Oberflache und sorgt fOr eine reduzierte Oberflachenbelegung der Sonde. 
Die Oberflachenbelegung lasst sich Ober die Konzentration des Koadsorbats in der 

30 jeweiligen Inkubationslosung einstellen. 

Fur die weiter oben beschriebenen Nukleinsaure-Oligomere mit Thiol- 
Koppiungsgruppe eignen sich besonders bevorzugt kurzkettige Thiole der 
allgemeinen Struktur SH-{CH2)n-X, wobei X eine beliebige Kopfgruppe sein kann. 
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Die Erfindung soli nachfolgend anhand der AusfOhrungsbeispiele im 
Zusammenhang mit den Zeichnungen nSher eriautert warden. Es zeigen 

Fig. 1 Thedretische Kurven des relativen Anteils an Bindungsereignissen 
([TSl/So) for verschiedene Target-Konzentrationen. Die Konzentration der 
Sonden an der Sensoroberfiiche tst auf die Assoziationskonstante der 
Bindung normiert. 

Fig. 2 Schematisches Bild eines Aussdinitts der auf Leiterplatten-Technologie 
basierenden Sensor-Substrate, a) Aufsiclit auf das Leiterbahnen-Substrat 
mit freien Substratstelien verschiedener al<tiver FISche und Geometrie, b) 
Querschnitt durch ein Substrat mit 3 gieichen Elei<trodenspots. 

Fig. 3 a) Schematisches Bild eines Hybridisierungs-Experiments mit 2 Redox- 
Labeln. b) ACV-Kurven {Uac = 10 mV, f = 5 Hz) eines typischen 
Experiments auf einer Arbeitselektrode mit d = 10 vor und nach der 
Hybridisierung. Der iinke Peak bei etwa U = 220 mV zeigt das Osmium 
der Sonde, der rechte Peak bei etwa U = 360 mV zeigt das Ferrocen des 
Targets. Die Potentiale sind gegen eine Ag/AgCI Referenz-Elektrode 
angegeben. 



Wege zur AusfUlirung der Erfindung 

10 

Eine exemplarische Prozessfahrung zur Analyse einer TestflQssigkeit mit 
NukieinsSure-Oligomeren mit Hilfe eines auf der Leiterplatten-Technologie 
basierenden Sensors ist in den folgenden Beispieien geschildert. 

15 Die durch Laser-Ablation freigeiegten Goldstelien des Substrats werden mit doppelt 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren funktionaiisiert, die an dem einen Ende eine 
Thiol-Gruppe zur Bindung an die Goldoberfiache und an dem anderen Ende ein 
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eiektrochemisches Label (z.B. Osmium-Komplexe) besitzen. Die gewQnschte 
Anzah! an Sonden auf der Sensoroberflache wird entweder uber die 
Ele!<trodengr6(le oder durch Verwendung eines kurzl<ettigen Thiols bestimmter 
Konzentration als Koadsorbat eingestelit, Die Nukleinsaure-Oilgomere der 
5 TestflQssigkeit besitzen ebenfails ein eiektrochemisches Label {z.B. 
Ferrocenderivaite), so dass sowohl die Belegung mit den Nukleinsaure-Oligorrteren 
als auch die Hybridisierungs-Efflzienz mit eiektrochemischen Methoden bestimmt 
werden konnen. 

10 Eine bevorzugte Messmethode zur Analyse der Belegung und der Hybrldisierungs- 
Effizienz ist die AC (alternating current) Voltammetrie. Aus dem ACV-Strom am 
Redox-Potentiai des Labels tasst sich nach O'Connor et al. (J. Eiectroanal. Chem., 
466, 1999, 197-202) die Anzahi der beteiiigten Label berechnen. Die Experimente 
sind somit quantitativ auswertbar. 

15 

Die in den folgenden Beispielen geschilderten Verfahren sind fiir den Fachmann 
ohne weiteres auf die Beschichtung anderer Sensoroberflachen mit anderen 
BiomolekQIen und auf andere Detektionsmethoden Qbertragbar. 

20 

Belspiel 1: LeIterplatten-SubstratB. 

Auf einer TrSgerplatte aus Epoxid-Glashartgewebe FR4 wird ein Leiterbiid aus 
fQnfzig paralleien Leiterbahnen aufgebracht. Figur 2a zeigt einen Aussdinltt dieses 
25 Leiterbahnenbildes. Per Ausschnitt zeigt 4 der 48 Aiteitselektroden (20A bis 20D) 
und einen Teil der Gegenelektrode 28. 

Das gesamte Leiterbiid ist mit einer 1 5 pm bis 20 pm dicken Passivierungsschicht 
22 (Fig, 2b) aus strukturierbaren, optisch aushartbaren Lack (2-Komponenten 
30 LStstopplack, Elpemer GL 2467 SM-DG, Fa. Peters) Oberzogen. In die 
Passivierungsschicht werden durch hochenergetische Pulse eines Excimer-Lasers 
Ausnehmungen 24, 24A bis 24D in den Lack eingebracht, die zur Aufnahme der 
Biomolekuie 26 dienen. Bei einer Passivierungsschicht mit 15 gm bis 20 jjm Dicke 
bendtigt man zum Entfernen des Lacks und zum kurzfristigen Aufschmeizen der 



wo 20(14/099430 



21 



PCT/EP2004/004906 



Oberflache etwa 130 Pulse a 20 ns eines Excimer-Lasers (Lambda Physics) mit 
einer FISchenleistung von 600 - 1200 mJ/cml Das Aufschmelzen der Oberflache 
fuhrt zum Verschluss von OberflSchenporen der Goldschicht, zu einer Reduktion 
der Oberfiachenrauigkeit und durch Ablation weniger Goldlagen zum Entfernen von 
5 Oberfiachenverunreinigungen. Die Laser-Bestrahlung des Substrats kann direkt 
Oder Dber eine Optik bzw. Maske erfolgen und ermogliciit Ausnehmungen 
beliebiger Grolieund Geometria. 

Figur 2b zeigt einen Schnitt durch ein Leiterbahnsubstrat mit 3 gleichen Spots. Jede 
10 der Leiterbahnen 20 bestelit aus einem Kupferkern 14, der durchgehend von einer 
Nickel-Sperrschiclit 16 und einer Goidschiclit 18 uberzogen ist. im 
Ausfahrungsbeispiel hat der Kupferkern eine Dicke von etv\/a 28 pm. Er stellt einen 
preiswerten und gut leitfahigen Grundbestandteii der Leiterbahnen dar. Urn sehr 
genaue Messungen bei der elektrochemisclien Detektion im wSssrigen Medium zu 
15 ermoglichen, ist der unedle Kupferkern mit einer 6 pm dicken, durchgehenden 
Nickelschicht als Diffusionssperre Uberzogen. Auf dieser Nickel-Schicht wird eine 2 
pm dicke Goldschicht aufgebracht. 

Die Leiterbahnen des AusfQhrungsbeispiels sind etwa 150 \im breit und mit einem 
20 Abstand von etwa 200 [im (Mitte-Mitte) auf der Tragerplatte angeordnel. Die 
Arbettselektroden, die Gegeneiektrode und eine gegebenenfalls vorgesehene 
Referenzelektrode sind zur Kontaktierung Jewells mit nicht dargestellten 
Anschlusskontaktfiachen des elektrischen Substrats verbunden. 

25 In den Ausfuhrungsbeispielen haben die Leitert>ahnen krelsrunde Ausnehmungen 
mit Durchmessern von 10 pm, 30 pm, 100 pm und rechtecklge Ausnehmungen der 
Dimension 100 pm x 700 pm (vgl. 24A bis 24D in Figur 2a). Diese Ausnehmungen 
weisen also Flachen von 78,5 pm^ 706,5 pm^ 7850 pm^ bzw. 70000 pm^ auf, so 
dass die aktive Fl§che der Elektroden urn etwa einen Faktor 1000 variiert wird. 

30 
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Beispiel 2: Funktionalisierung der Spots des Substrata mit NuldeinsSure- 
Oligomeren. 

Die im Beispiel 1 beschrlebenen freien Substratstellen verschiedener Grdfie werden 
5 Z.B. tiber ein Spotting-Verfahren mit den Nukleinsaure-Otigomeren funlttionalislert. 

Die Synthase der Oiigonukleotide erfolgt in einem automatisctien Oligonul<leotid- 
Synthesizer (Expedite 8909; ABl 384 DNA/RNA-Syntfiesizer) gemSft der vom 
Herstelier empfohlenen Syntheseprotol<;olie ftir eine 1.0 nmoi Synthese. Bel den 

10 Synthesen mit dem 1-O-DimetlioxytrityI-propyi-disulfid-CPG-Trager (Glen Research 
20-2933) werden die Oxidationsschritte mit einer 0.02 moi/l lodlosung durctigefuhrt, 
urn eine oxidative Spaltung der DisuifidbrDcke zu vermeiden. Modifikationen an der 
5'-Position der Oligonukieotide erfolgen mit einem auf 5 min verlangerten 
Koppiungsschritt. Der Amtno-IVlodifier C2 dT (Glen Researcli 10-1037) wird in die 

15 Sequenzen nach dem jeweiligen Standard protokoli eingebaut. Die 
Kopplungseffizienzen werden walirend der Synthese online Ober die DIWT-Kationen- 
Konzentration photometrisch bzw. konduktometrisch bestimmt. 

Die Oiigonukleotide werden mit konzentrlertem Ammoniak (30%) bei 37°C 16 h 
20 entschPtzt. Die Reinigung der Oligonukieotide erfolgt mittels RP-HPL 
Chromatographie nach Standardprotokollen (Laufmittel: 0.1 moi/I 
Triethylammoniumacetat-Puffer, Acetonitril), die Charakterisierung mittels i\flALDI- 
TOF US. Die aminmodifizierten Oligonukieotide werden an die aktivierten Redox- 
Labei (z.B. Osmium-Komplexe) entsprechend den dem Fachmann bekannten 
25 Bedingungen gekoppelt. Die Kopplung kann sowohl vor ats auch nach der 
Anbindung der Oligonukieotide an die Oberfiache erfolgen. 

Die Substrate aus dem Beispiel 1 werden z.B. mit doppelt modifiziertem 20 bp 
Etnzeistrang-Oiigonukleotid der Sequenz 5'-AGC GGA TAA CAC AGT CAC CT-3' 
30 (Modifikation eins: die Phosphatgruppe des 3' Endes ist mit {HO-(CH2)2-S)a zum P- 
0-(CHz)2-S-S-(CH2)2-OH verestert, Modifikation zwei: an das amino-modifizierte 5' 
Ende ist der Osmium-Kompiex I0s(bipy)2 Ci imidazotacrylsaure] nach dem 
jeweiligen Standardprotokoll eingebaut) als 5x10"^ molare Losung in Puffer 



wo 2004/(>1>9430 



23 



PCT/EP2O04/O049O6 



(Phosphatpuffer. 0.5 molar in Wasser, pH 7 mit 0.05 vol% SDS) mit Hilfe eines 
Spotters (Carthesian) aufgebracht und fUr 2 - 24 h inkubiert. 

Wahrend dieser Reaktionszeit wird der Disulfidspacer P-0-{CH2)a-S-S-(CH3)a-OH des 
5 Oligonukieotids homolytisdi gespalten. Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen der 
Oberfiache eine kovaiente Au-S Bindung aus, wodurch es zu einer 1:1 
Koadsorption des ss-OIIgonukleotids und des abgespaltenen 2-Hydroxy- 
mercaptoethanols kommt. Statt des Einzetstrang-Oligonukleotids kann der 
Einzelstrang auch mit seinem Kompiementarstrang hybridisiert sein. 

10 

Fur die Belegung mit dem Spotter der Firma Cartesian Technologies (MicroSys PA) 
werden Split-Pin Nadeln (Arraylt Chipmarker Pins der Firma TeleCliem) venwendet, 
die etn Ladevolumen von 0.2 bis 0.6 \j\ haben und Volumina von etwa 1 nl pro 
Benetzungsvorgang abgeben. Die Kontaktflache dieser Nadeln iiat einen 

15 Durcinmesser von etwa 130 |jm und ist damit deuttich groUer als die bei der Laser- 
Abiation freigelegten Bereiche des Substrates. Die Positionierung der Nadei uber 
dem Substrat erfolgt mit einer Genauigkeit von 10 bei einer Luftfeuctitigkeit von 
etwa 70 - 80%. Der Tropfen wird beim Kontakt der Spitze mit. der 
Passivierungsscliicht abgegeben und es kommt zu keiner direkten Beruhrung mit 

20 dem Substrat {„Pseudo-Kontakt-Drucken"), 

Beisplel 3: Variation der Oberflachenbelegung durct) Koadsorbate. 

25 Die Belegungsdic^te eines Spots mit Nukfetnsaure-Oligomeren lasst sich durch die 
Koadsorption mit Tliioien kontrolliert reduzieren, urn somit den relativen Anteil von 
Bindungsereignissen bei gleich bleibender Target-Konzentration und 
Elektrodengrofle zu ertiohen. 

30 FQr die Koadsorption von Ttiiolen stehen zwei Verfahren zur Waiit, In einem 
Verfahren besteht die Inkubationsiosung aus den Nukleinsaure-Oligomeren (analog 
Beispie! 2) mit zusatzlicii zwischen ca. 10'^ bis 10''' molarem Propantlitoi. Dieses 
gleichzeitig anwesende, freie Propanthio! wird durch Ausbildung einer Au-S Bindung 
koadsorbiert und beansprucht somit Platz auf der Sensoroberflache, Bei einem 
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aiternativen Verfahren wird das Propanthiol (10"^ bis 10"^ molar in 500 mmo!/l 
Phosphat-Puffer) in einem zweiten Inkubationsschritt (30 min bis 12 h) nach der 
Funktionalisierung der Sensoroberflaclie mil Nukieinsaure-Oligomeren aufgebracht. 

5 Durch die Verwendung von Propantliiol als Koadsorbat kann die 
Oberflacfienbelegungsdichte der NukleinsSure-Oligomere in beiden Varianten urn 
bis zu einem Faktor 10 reduziert werden. 



1 0 Beisp!el.4: Variation der Oberflachenbelegung duroh Bolegungsparameter. 

Auch durch die VariaUon ausgewahlter Belegungsparameter be! der 
Funktionaiisierung mit Nukieinsaure-Oligomeren iSsst sicii die 
OberfiSchenbelegungsdichte der Spots des Sensors einsteilen. 

15 

Erhoht man z.B. die Konzentration der Nukleinsaure-Oligcmere in der 
Inkubationslosung (500 mmol/i Puffer) von 1 Mmol/I auf 30 jjmol/I, so steigt' die 
Belegungsdiciite urn einen Faktor 5. Eine ahniicfie Erhohung der 
Oberflachenbeiegung erhalt man, wenn die Konzentration des Inkubationspuffers 
20 von 10 mmol/l auf 500 mmolfl bei einer Sonden-Konzentration von 30 pmol/l erhoht 
vwrd, 

Beispiel 5: Hybridisierung mit komplementaren NukleinsSure-Oligorrteren. 

25 

Ein Substrat mit 48 Arbeitselektroden wird wie in Beispie! 1 beschrieben mit aktiven 
Bereichen verschiedener GrSISen hergestellt. In Gaippen von je 12 Eiektroden 
werden mit dem Exctmer-Laser kreisrunde Lecher mit einem Durchmesser von 10 
|jm (Spotgruppe 1), 30 jjm (Spotgruppe 2) bzw. 100 [jm (Spotgruppe 3) und ein 
30 rechteckiges Profil mit 100 (im x 700 pm (Spotgruppe 4) gebrannt. Die einzelnen 
Spotgruppen welsen also Flachen von 78,5 pm^ 706,5 7850 \im^ bzw. 70000 
pm^ auf, so dass die Flache urn einen Faktor von rund 1000 variiert wird. 
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Die Arbeitselektroden einer Spotgruppe werden jeweiis mit doppelt modifkierten 
Nukleinsaure-Oligomeren (Sonden) einer bestimmten Sequenz (S1 bis S4) analog 
dem Beispiel 2 funktionalisiert. Die Arbeitseiektroden weisen annalnernd die 
gleichen Oberfl5chenbelegungsdichten auf. Figur 3 zeigt exemplarisch eine ACV- 
5 Messung (Uao ~ 10 mV, f = 5 Hz) einer Arbeitselektrode (Symbote p in Figur 3), die 
mit Osmium-mbdifizJerten Oligomeren fijnktionalisiert ist. Aus dem Redox-Strom am 
Potential des Osmium-Komplexes ISsst sicii die OberflSclienbelegungsdichte mit 
Nukleinsaure-Oligomeren berechnen. Im vorliegenden Fall ergibt sich ein Wert von 
5x10"^^ mol/cm^ 

10 

Nach der Funktionalisierung werden die Arbeitselektroden nocli vor der 
Hybrid isierung mit komplementaren, Ferrocen-modifizierten Nukleinsaure- 
Oligomeren in einem Nachbelegungsschritt fCir 30 Minuten mit einer 1 mmol/l 
Losung Propanthioi in Kontakt gebraclit. Hierbei werden die Raume zwisciien den 
15 Nukleinsaure-Oligomeren hydrophobisiert. Dadurcti verschiebt sicli das Redox- 
Potential des Ferrocens zu positiveren Werten, wodurch eine faessere Separation 
vom Osmium-Potential erreicht wird. 

Die vier unterscliiedlichen Target-Nukleinsaure-Ollgomere werden analog Beispiel 2 
20 aber ohne Tliiol-Modifikation am 3' Ends syntlietisiert. Die Target-NukleinsSure- 
Oligomere weisen eine zu jeweiis einem Sonden-NukleinsSure-Oligomer 
komplementare Sequenz (T1 bis T4) auf. FQr die Modifikation mit dem Redox-Label 
Ferrocen werden die amino-modifizierten NukieinsSure-Oligomere am 5' Ende mit 
Ferrocenessigsaure (FcAc) gemSfJ dem jeweiligen Standardprotokoll gekoppelt. 

25 

Die 4 verschiedenen Ferrocen-modifizierten Nukleinsaure-Oligomere werden der 
Target-Ldsung in unterschiedlichen Konzentrationen {T1 = 0.1 pmol/l, T2 = 1 |jmot/l, 
T3 = 10 Mmoi/I, T4 = 100 pmol/i in 500 mmol/l Ptiosphat-Puffer, pH 7, mit 1 mol/l 
NaCI und 0.05 vol% SDS) zugegeben und auf alle Spots des Sensors aufgebraciit. 
30 Nach einer gewissen Inkubationszeit unter liybridisierenden Bedingungen wird das 
Substrat gespQIt und erneut eine elektrochemische ACV-Messung (Uac = 10 mV, f = 
5 Hz) durchgefulnrt {Symbole ■ in Figur 3). Die I\/lessdaten zeigen einen zweiten 
Redox-Peak, wobei das Verlialtnis der Peak-Strome des Osmium-Labeis und des 
Ferrocen-Labels der Hybridisierungs-Effizienz des Experiments entspricht. 
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Die Messdaten der Hybridisierung aus Figur 3 zeigen eine Elektrode nahe der 
Sattlgung mit einer Hybridisierungseffizienz von Qber 90 %. Die Arbeitselektroden 
mit den auf die Konzentratlonen der jeweiligen Targets angepassten GroUen zeigen 
5 hingegen alle die gleichen Hybridisierungs-Effizienzen von etwa 30 - 40 %, 

Beispie! 6: Diagnostik-Chip. 

10 In der medizinischen DIagnostik ist es wunschenswert, mehrere diagnostisch 
re!evante Parameter gleichzeitlg bei einer Untersuchung zu erfassen. Ein wichtiges 
Beispiel aus dem Bereich der Routineuntersuchungen ist ein Vaglnalabstrich, der 
unter anderem auf HPV, E-Coli und Laktobazillen untersucht wird. Bei einem 
solclien Abstricln wird mit Hilfe von standardisierten Tupfern eine Probe 

15 entnommen, die dann mit genormten Verfahren beiiandelt wird, um die RNA der 
vorhandenen Bakterien und die doppeistrSngige DNA der Viren zu eriiaiten, Bei 
einer Untersucliung werden Keim- bzw. Partikelzahlen bis zu einer gewissen 
Grenze.ais unbedenklich eingestuft: Bei HPV sind dies 100 Partikei, bei E-coii 100 
Keime und bei Laktobazillen 10000 Keime ailer reievanten Laktobazillen. Da in 

20 Bakterienzelien die charakteristischen RNAs jeweils etwa lO^-faoti vorkommen, 
muss ein parallelisierter Cliip-Test sehr unterschiediiche Konzentratlonen erfassen 
konnen, um alle Parameter gleichzeitlg bei einer Untersuchung zu erhalten. Ein 
erfindungsgemalSer Sensor-Chip fur obige Anwendung hat drei verschiedene 
SpotgroSen, die mit fOr die jeweiligen Krankheits-Targets spezlflschen Sonden- 

25 Polynukieotiden funktionalisiert sind. Zum Nachweis der HPV-DNA im Bereich von 
10^ bis 10"* Molekuien in der Testsubstanz werden Spots mit einer Flache von 1 \im^ 
venwendet, wShrend fQr die E-Co!i-RNA Im Bereich von 10® bis 10® Molekaien 
(entsprechend 10^ bis 10* Keimen) FlSchen von 10" \^m^ und fur die Laktobaziilen- 
RNA im Bereich von 10* bis 10^° MolekOlen (entsprechend 10* bis 10^ Keimen) 

30 Fiachen von 10® pm^ benutzt werden. Durch die Wah! der Elektrodeng rotten wird 
gewahrleistet, dass der Sensor fDr den jeweiligen Bereich ab den kritischen Target- 
Konzentrationen der verschiedenen Erreger quantitative Messungen zulasst und 
somit eine paralleie Diagnose alier Krankheiten getroffen werden kann. 
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Patentanspruche 

1 . Substrat zum Einsatz als Tr^ger von Ligaten bei einem Verfahren rur Detektion 
6 von Ligat-Ligand-Assoziationsereignissen, mit auf dem Substrat angeordneten 

Teststellen (24) und mit an die Oberflache der Teststellen (24) gebundenen 
Ligaten (26), wobei wenigstens zwei Arten von Teststellen (24) vorgesehen 
sind, Vifobei die verschiedenen Arten von Teststellen jeweils mit verschiedenen 
Arten von Ligaten (26) belegt sind, wobei durch die verschiedenen Arten von 
10 Ligaten (26) jeweils kompiementSre Arten von Liganden detektiert werden, 

wobei die Liganden in einer Anaiytlosung in jeweils unterschiedlichen 
Konzentrationsbereichen vorliegen, und wobei die Teststellen (24) einen 
charakteristischen Belegungsparameter aufweisen, der sine Detektion der 
Liganden in deren jeweiligen Konzentrationsbereich eriaubt. 

15 

2. Substrat nacli Anspruch 1, wobei der charakterlstische Belegungsparameter 
die Flache der Teststellen ist. 

3. Substrat nacli Anspruch 2, wobei sicfi die FlSche der Teststellen (24) urn 
20 mindestens den Faktor 1 0 untersclieidet. 

4. Substrat nach Anspruch 2, wobei sich die Fladne der Teststellen (24) urn 
mindestens den Faktor 100 untersclieidet. 

25 5. Substrat nach Anspruch 2, wobei sich die Flache der Teststellen (24) um 
mindestens den Faktor 1000 unterscheidet. 

6, Substrat nach Anspruch 2, wobei sich die Flache der Teststellen (24) um 
mindestens den Faktor 10000 unterscheidet. 

30 

7. Substrat nach einem der Anspruche 2 bis 6, wobei die Flache der Teststellen 
(24) zwischen 1 iJm^ und 10 mm^ betragt. 
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8. Substrat nach Anspruch 7, wobei die Flache der Teststellen (24) zwischen 10 
jjtn^ und 100000 betragt. 

9. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei" der 
5 ciiarakteristische Belegungsparameter die Belegungsdlchte der Teststellen mit 

Ligaten Ist. 

10. Substrat nach Anspruch 9, wobei sich die Belegungsdichte der Teststellen (24) 
mit Ligaten um mindestens den Faktor 10 unterscheidet. 

10 

11. Substrat nach Anspruch 9, wobei sich die Belegungsdichte der Teststellen (24) 
mit Ligaten um mindestens den Faktor 100 unterscheidet. 

12. Substrat nach Anspruch 9, wobei sich die Belegungsdichte der Teststetien (24) 
15 mit Ligaten um mindestens den Faktor 500 unterscheidet. 

13. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei sich die jeweiligen 
Mittelwerte der Konzentrationsbereiche, in denen die verschiedenen Arten von 
LIganden voriiegen, um wenigstens einen Faktor 10 unterscheiden. 

20 

14. Substrat nach Anspruch 13, wobei sich die jeweiligen IVlittelwerte der 
Konzentrationsbereiche, in denen die verschiedenen Arten von Liganden 
voriiegen, um wenigstens einen Faktor 100 unterscheiden. 

25 15. Substrat nach Anspruch 13, wobei sich die jeweiligen IVlittelwerte der 
Konzentrationsbereiche, in denen die verschiedenen Arten von Liganden 
voriiegen, um wenigstens einen Faktor 1000 unterscheiden. 

16. Substrat nach Anspruch 13, wobei sich die jeweiligen Mittelwerte der 
30 Konzentrationsbereiche, in denen die verschiedenen Arten von Liganden 

voriiegen, um wenigstens einen Faktor 10000 unterscheiden. 
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17. Substrat nadi einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei ats Liganden 
Cofaktoren oder Coenzyme und als Ligaten Proteine Oder Enzyme verwendet 
werden. 

5 18. Substrat nadi einem der AnsprQche 1 bis 16, wobei als Liganden AntikSrper 
und als Ligaten Antigens venwendet werden. 

19. Subsb^t nacli einem der AnsprQche 1 bis 16, wobei a!s Liganden Antigens und 
als Ligaten AntskSrper verwendet werden. 

10 

20. Substrat nach einem der AnsprQche 1 bis 16, wobei ais Liganden Rezeptoren 
und als Ligaten Hormone venwendet werden. 

21. Substrat nach einem der AnsprQche 1 bis 16, wobei als Liganden Hormone und 
15 ais Ligaten Rezeptoren venwendet werden. 

22. Subsirat nach einem der AnsprQche 1 bis 16, wobei als Liganden Nukleinsaure- 
Oligomere und ais Ligaten dazu komplementare Nukleinsaure-Oligomere 
verwendet warden. 

20 

23. Substrat nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei das Substrat mit 
einer Passivienjngsschicht belegt ist, die an den Teststeilen (24) Aussparungen 
aufweist. 

25 24. Verwendung eines Substrats nach einem der vorhergehenden AnsprQche in 
einem Verfahren zur Detektion von Ligat-Ligand-Assoziatlonsereignissen. 

25. Verwendung nach Anspruch 24, wobei es sich um ein elektrochemisches 
Nachweisverfahren handeit ausgewShIt aus der Gruppe Chronoamperometrie 
30 (CA), Chronocoulometrie (CC), Linear Sweep' Voitammetrie (LSV), zyklische 

Voltammetrie (CSV), Alternating current voitammetry (ACV), 
Voltammetrletechniken mit verschiedenen Pulsformen, insbesondere Square 
Wave Voltammetrie (SWV), Differentia! Pulse Voltammetrie (DPV) oder Normal 
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Pulse Voltammetrie (NPV), AC oder DC Impedanzspektroskopie, 
Chronopotentiometrie und zykiische Chronopotentiometrie. 

26. Verwendung nadi Anspruch 24, wobei es sich urn ein 
5 fluoreszenzspektroskopisches Nachweisverfahren handelt. 
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Fig.1 
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Fig. 3b 



